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研究成果の概要： 開発した CpG DNA による非侵襲的アレルギー治療の可能性を検討した。皮膚
アレルギーモデルマウスの耳介皮下に当該 CpG DNA を投与すると、耳介の腫脹が減少した。ヒ
ト口蓋扁桃細胞の試験管内 IgE 産生も、当該 CpG DNA の添加により抑制された。いずれも Th1
サイトカインの産生増強を伴った。一方、当該 CpG DNA による制御性Ｔ細胞の誘導は、マウス
耳介皮膚の組織では亢進し、培養したヒト口蓋扁桃細胞では低下した。当該 CpG DNA は非侵襲
的なアレルギー治療へ応用可能であるが、ヒトモデルにおける詳細な検討が必要であると思わ
れた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 学術的背景 
 
近年、アレルギー疾患の保有率が上昇し、
社会的問題となってきている。アレルギー
疾患は、発症に伴い QOL を著しく低下させ
るだけでなく、時には生命を失う危険があ
り、早期に、安全で効果の高い治療法を確
立することが期待されている。様々な治療
法が試みられるなかで、我々は、微生物菌
体成分由来 CpG DNA が末梢血単核球の IgE
産生を抑制することを報告した(Fujieda 
S, Am J Crit Care Med, 2000)。以来 CpG 
DNA は、アレルギー疾患の治療に有望と注
目され、欧米では、臨床試験も行われてい
る。 
CpG DNA は、その塩基配列により、活性
と標的細胞を異にする。よって医薬品とし
て用いる場合、安全で論理的な設計が可能
となる利点がある。特定の塩基配列からな
る CpG DNA は、ヒトの末梢血単核球に形質
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細胞様樹状細胞(以下、pDC)の活性化を介
して Th1 サイトカインを誘導するが、最近、
制御性Ｔ細胞を誘導することも報告され
た(Moseman EA, J Immunol, 2004)。興味
深いことに pDC は、口蓋扁桃や皮膚の組織
にも存在する(Summers KL, Am J Pathol, 
2001) 。そこで我々は、pDC を標的とする
CpG DNA を用いることにより、現在試行さ
れている CpG DNA の皮下注射によるアレル
ギーの治療を、口腔内噴霧・舌下錠・皮膚
貼付剤などの非侵襲的用法に開発できな
いかと考えた。 
 
(2) 本研究の学術的特色・独創性及び予想さ
れる結果と意義 
 
CpG DNAを用いたアレルギー治療の可能
性が国内外から報告されているが、その機
構や毒性は十分には解明されていない。ま
た、投与法も皮下投与をはじめとした侵襲
的なものが主である。本研究は、CpG DNA
によるアレルギー治療を、扱いが容易で、
痛みを伴わない非侵襲的用法に開発する
特色を持つ。非侵襲的用法が可能となれば、
患者自身による自宅治療が可能になる。 
CpG DNAは、塩基配列によって標的細胞
が異なるため、アレルギーのタイプに応じ
た治療法や、作用機構の異なる治療法の開
発に有用と思われる。Liuらは、特定の塩
基配列を有するCpG DNA(B型CpG DNA)が、
Ｂ細胞に、Th1細胞分化を規定する転写因
子T-betの発現を誘導し、その結果アレル
ギーが抑制されることを報告した（Liu N, 
Nat Immunol, 2003）。 
CpG DNA は通常、DNase による分解を抑
えるためチオール化されるが、副作用が問
題となる。そのため我々は、毒性の少ない
CpG DNA と し て 、 非 修 飾 型 の G10 
(GGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGG) を 開
発した。 G10 は、pDC に、p38 MAPK や NF-κB
の活性化を介してインターフェロンアル
ファ(以下、IFN-α)の転写因子 IRF-7 を誘
導する。また、NF-κB 活性化に依存しな
い機構で IRF-7 を活性化する (Osawa Y, J 
Immunol, 2006)。そのため、G10 刺激 pDC
では、大量の IFN-αが産生される。IFN-
αは Th1 免疫を誘導するので、G10 は、Ｂ
型 CpG DNA とは異なった機序で、アレルギ
ーを抑制し得るであろう。しかし G10 は、
チオール化されていないため、体内での易
分解性が難点であった。その欠点を補うべ
く Storni T らは、G10 をウイルス様粒子
に封じ込め、標的細胞親和性を高めること
に成功した(J Immunol, 2004)。現在、そ
のアレルギー治療効果が検討されている。 
我々はさらに、G10 と側鎖構造の異なる
CpG DNA G91(GGGGGGGGGGACGATCGTCG)を開
発した(特許第 3976742 号、国際公開番
号：WO2005/083076A1)。G91 の作用は G10
と同様であるが、活性は G10 の 10 倍以上
強い。G91 をマウス腹腔に投与した場合、
IFN-α の血中濃度は G10 投与マウスの２
倍長く維持される。よって G91 には、少量
投与でアレルギーを抑制する可能性があ
り、臨床への応用が期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
 
開発した非修飾型 CpG DNA（G91 および
G10）が、アレルギーの非侵襲的治療に応
用可能かどうかを明らかにするため、次の
３点について検討する。  
 
(1) 皮膚アレルギーの経皮的治療への応用
の可能性を明らかにするため、G91を皮
膚アレルギーモデルマウスの耳介皮下
に投与し、投与局所で皮膚の炎症が抑制
されるかどうか、およびその機構を検討
する。 
 
(2) 花粉症の経口的治療への応用の可能性
を明らかにするため、ヒト口蓋扁桃細胞
の試験管内アレルギー反応にG10を添加
し、IgE産生が抑制されるかどうか、お
よびその機構を検討する。   
    
(3) (1)と(2)のアレルギー抑制機序を比較し、
開発したCpG DNAが非侵襲的用法へ応用
可能かどうかを評価する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 皮膚アレルギーモデルマウスにおける
G91 のアレルギー抑制効果 
 
① BALB/c マウスにOVAを腹腔内投与し、  
アレルギー疾患モデルマウスを作成
する。 
 
②  感作成立後、OVA を単独で、または G91
または米国で開発された B 型 CpG DNA 
#2006 (tcgtcgttttgtcgttttgtcgtt)と
共に耳介皮下に投与し、24時間後に耳
介腫脹を測定する。 
 
③ 腫脹測定後に耳介皮膚組織、血清、お
よび脾臓を採取する。それぞれについ
て免疫学的パラメーターを測定し、
G91 の作用機構を明らかにする。 
 
(2) ヒト口蓋扁桃細胞の IgE 産生に対する
G10 の効果 
 
① 口蓋扁桃摘出術にて得られた口蓋扁
桃細胞を CD40 抗体と IL-4 で刺激し、
G10 または#2006 を添加する。一定期
間培養した後、培養上清中の IgE 濃度
を測定し、CpG DNA の抗アレルギー効
果を評価する。(細胞の使用は、福井
大学医学部倫理審査委員会の承認を
得た。) 
 
② G10 添加によるサイトカインや転写因
子の発現変化を検討し、G10 の作用機
構を明らかにする。 
 
(3) G91およびG10による非侵襲的アレルギー
治療の可能性を評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 皮膚アレルギーモデルマウスにおける
G91 のアレルギー抑制効果 
 
① G91 と#2006 の皮膚アレルギー抑制効
果の比較 
  
皮膚アレルギーモデルマウスの耳介
皮下に OVA を投与したところ、４匹全
ての耳介に腫脹が生じた。OVA と G91
を同時投与した場合、５匹中 1 匹に軽
微な腫脹が生じたが、残り４匹には腫
脹は認められなかった。抗アレルギー
作用があることが知られている#2006 
を同時投与すると、4 匹中 2 匹に著明
な腫脹、1匹に軽度の腫脹が生じた(図
１）。 
OVA 単独投与マウスでは、耳介組織
に細胞浸潤が認められた。その程度は、
G91 投与により低下した。 
OVA 特異的 IgE の血中レベルを CpG 
DNA 投与群と非投与群で比較すると、
G91投与群に有意な低下が認められた。 
 
 
② G91 の皮膚アレルギー抑制機構 
 
G91 投与マウスにおいて皮膚アレル
ギーの発症が抑制されたことから、G91
投与マウスの耳介皮膚組織について、
サイトカインやヘルパーＴ細胞亜群お
よび制御性Ｔ細胞の誘導を、OVA 単独
投与マウスのそれらと比較した。その
結果、G91 投与マウスでは、Th2 サイト
カインである IL-4 や IL-5 の発現が低
下し、Th1 サイトカインである IFN-α
や IL-12 の発現が上昇することが示さ
れた。また、Th1 免疫の形成に重要な
T-bet が誘導され、Th2 免疫の指標とな
る GATA-3 との発現比(T-bet/GATA-3)
が正常レベルまで回復、またはそれ以
上に増加し、免疫バランスが Th1 に傾
いていることが示された（図２）。 
 
 
さらに G91 投与マウスでは、制御性
Ｔ細胞のマーカーである Foxp3 も誘導
された。 
G91 が投与された皮膚では、Th1 免疫
と免疫制御が誘導されることが示唆さ
れる。 
 
③ 安全性 
 
G91 を経鼻投与すると血中サイトカ
イン値が上昇し、副作用が生じる可能
性を否定できなかった。これに対し、
G91 を耳介皮下に投与した場合、血中
では IFN-α が僅かに上昇するのみで、
その他のサイトカイン値に大きな変化
はみられなかった。G91 の耳介皮下投
与では、全身への影響は殆ど考慮しな
OVA単独 OVA + ＃２００６ OVA + G91
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くてもよいと思われ、このことは、従
来の CpG DNA 投与に優る点である。 
 
④ 結論 
 
開発した CpG DNA は、皮膚アレルギ
ーの非侵襲的治療に応用できる可能性
があると思われた。経皮吸収剤などの
非侵襲的用法を今後検討する予定であ
る。 
 
(2) ヒト口蓋扁桃細胞のIgE産生に対するG10
の影響 
 
① G10 と#2006 の IgE 産生抑制効果の比
較 
 
口蓋扁桃摘出術にて得られた口蓋
扁桃細胞をCD40抗体と IL-4で刺激し、
G10または#2006を添加して培養した。 
培養液中のIgEの濃度をアレルギー
反応の指標として測定したところ、
#2006 より G10 により強い抑制作用が
認められた。  
 
② G10 の IgE 産生抑制機構 
 
G10 による IgE 産生の抑制は、G10
の標的細胞であるpDCによって産生さ
れる Th1 サイトカイン、IFN-αや
IP-10 および MIP-1α、を介したもの
であった。 
扁桃細胞をCD40抗体と IL-4と共に
培養すると CD4+CD25+の制御性Ｔ細胞
が誘導された。しかし G10 を添加して
培養するとその誘導は抑制された。 
G10 による扁桃細胞の IgE 産生の抑制
には、免疫制御よりも Th1 免疫の亢進
が関わっている可能性が示唆される。 
 
③  結論 
 
口蓋扁桃細胞のIgE産生が G10の添
加により抑制されたことから、開発し
た CpG DNA はアレルギーの経口的治療
へ応用が可能であると思われた。一方、
制御性Ｔ細胞の減少が生体にどのよ
うな影響を与えるかについては、特に
副作用との関係について、詳細な検討
が必要であると思われた。 
 
(3) G91およびG10によるアレルギーの非侵襲
的治療の可能性評価 
 
G91 の皮下投与箇所における炎症抑制、
およびG10による口蓋扁桃細胞のIgE産
生の抑制は、開発した CpG DNA がアレル
ギーの非侵襲的治療に応用可能である
ことを示しており、患者にとって望まし
い創薬が期待できる。 
今回の研究では、G91 と G10 のアレル
ギー抑制機序に相違点があることが示
された。すなわち、G91 をマウスの耳介
皮下に投与すると、耳介皮膚組織に Th1
細胞と制御性Ｔ細胞が誘導された。一方、
G10 をヒトの扁桃細胞に添加して培養し
た場合、Th1 細胞は誘導されるものの、
制御性Ｔ細胞の誘導は抑制された。 G91
と G10 は、ヒトではいずれも pDC に作用
し、pDC 活性化の機序も同じである。よ
って今回の検討で観察された制御性Ｔ
細胞の量的変化の違いは、投与ルートや
動物種の違いによるものかもしれない。 
しかし、制御性Ｔ細胞の量的変化がア
レルギー抑制にどのように関わってい
るのか、また、全身の免疫系にどのよう
に影響するかについては、現時点では不
明である。さらに、Th1 免疫の亢進が引
き起こす全身の免疫学的変化も、マウス
耳介皮下投与では考慮すべき程度では
なかったが、経口投与に関しては不明で
ある。いずれも、ヒトアレルギーモデル
を用いて詳細に検討する必要があると
思われる。 
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